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　The objectives of the present study were to establish a 
non-surgical transfer method for elongating bovine 
conceptuses and to combine this method with biopsy and 
sexing. Bovine conceptuses were recovered from donor cows 
on day 13-14 of the estrus cycle. In experiment 1, day 13 
conceptuses were transferred to recipient cows using a 
standard day 7 embryo transfer (ET) method. The pregnancy 
rate of day 13 conceptus transfer (CT) is comparable to that 
of day 7 ET. In experiment 2, day 14 conceptuses were 
transferred using modified methods (balloon catheters or 
ET guns with modified sheaths). Using the standard ET 
method, no pregnancies were obtained ; however, when 
balloon catheters or ET guns with modified sheaths were 
used, the pregnancy rates after CT were 48.0％ and 44.8％, 
respectively. In experiment 3, day 14 conceptuses were 
biopsied without a micromanipulator, sexed using the loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) method, and 
transferred to recipient cows. The pregnancy rate of 
biopsied conceptuses was 46.2％ and did not differ 
significantly from that of unbiopsied with conceptuses. 
Moreover, all pregnant cows transferred conceptuses 
following biopsy and sexing delivered calves with the 
expected sexes. These results suggested that the non-
surgical bovine conceptus transfer (CT) method was 
comparable to day 7 ET, and that this technique enables 
biopsy and sexing without expensive equipment such as a 
micromanipulator or specialized skills.
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緒　　　言
　着床前遺伝子診断（Preimplantation genetic diagnosis： 
PGD）がヒトや家畜で利用され始めている．家畜におい
て PGD の主な目的は，遺伝的疾患の判定，性判別なら
びに乳量や肉質などの経済的形質に関わる遺伝子情報の
判定である．特に近年， 1 塩基多型（Single nucleotide 
polymorphisms：SNPs）をマーカーとした量的遺伝子座
（Quantitative trait loci：QTL）の探索が行われ，商業ベ
ースでのウシ SNPs アレイが販売されるようになって，
ゲノミック育種が現実のものとなってきている．このよ
うな新たな育種手法をウシなどの世代間隔が長い家畜に
効率的に応用させるためには，これと着床前診断を組み
合わせることが必須となってくる．
　これまでウシの性判別等の PGD において，受精後約
7 日齢の胚盤胞期胚から細胞を採取しているが，この発
育段階のウシ胚は直が150-190μM と非常に小さいため，
バイオプシーには顕微鏡およびそれに付随するマイクロ
マニピュレーターが必要となる．さらに，移植後の受胎
率を担保するためには採取する細胞数にも制限がある1,2）．
このようにウシ胚の PGD には高価な機器と高度な技術
が必要であり，これらがこの技術の畜産現場での利用の
制約となっている．
　ヒトやげっ歯類とは異なり，ウシ胚は子宮に到達し透
明帯と呼ばれる糖タンパク質の殻から孵化した後，しば
らくの間子宮内膜上皮に付着することなく成長する．こ
の間，ウシ胚は劇的な形態学的変化を起す．孵化後，球
形であった胚は楕円体となり，その後糸状に変化する．
この過程を胚の伸長と呼ぶ．胚の長径は受精後13日では
約 2 ㎜であるが，14日では 6 ㎜，16日では60 ㎜に達す
る3）．このようにウシの胚は伸長過程において裸眼で目
視可能となり，その細胞をバイオプシーするためには高
価な機器や高度な技術の必要が無くなる．このようなウ
シ伸長胚の PGD への有効性にも拘らず，このウシ胚の
子宮内への移植手法についての報告はほとんど見られ
ず，受精後10-15日の胚を移植し，50.4％の受胎が得られ
たという報告のみである3）．しかしながらこの報告では，
胚は外科的に移植されており，普及を目指した畜産現場
での利用は困難である．
　本研究では，マイクロマニピュレーター等の高価な機
器を使うことなく，簡易にバイオプシーを実施可能にす
るウシ伸長期胚の非外科的移植法の開発を目的とした．
材料と方法
　すべてのウシを用いる実験は，農研機構畜産草地研究
所動物実験動物委員会の承認の元に実施された．すべて
のウシは畜産草地研究所那須研究拠点の農場でイラリア
ンライグラス・オーチャードグラスサイレージの自由摂
食条件下で飼養された．
　（胚の回収法）
　平均体重413 ㎏，平均産次3.1産の黒毛和種雌牛を供胚
牛として用いた．発情周期の任意の時期に腟留置型プロ
ジェステロン製剤（PRID，あすか製薬，東京）を挿入
し， 4 日後に過剰排卵処置を開始した．過剰排卵処置は
ブタ由来卵胞刺激ホルモン（pFSH，アントリン R，共立
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製薬，東京）を総量24 AU を12時間間隔， 3 日間筋肉内
に漸減投与することにより行った4）．投与開始48時間後
に黄体退行を誘起するために750μL の PGF 2αアナログ
（クロプロステノール，ゼノアジン，ゼノアック，福島）
を筋肉内投与した．スタンディング発情開始から12時間
および24時間後に凍結精液を人工授精した．発情後 7 ，
13および14日後に非外科的に子宮を灌流洗浄することに
より胚を回収した4）． 7 日に採取した桑実胚および胚盤
胞期胚は国際胚移植学会マニュアル5）により品質を決定
し，コード 1 および 2 の胚のみを選抜して1.8 M エチレ
ングリコールを耐凍剤として用いて定法により凍結保存
した6）．回収した13日および14日齢の伸長胚はその形態
により 3 つのカテゴリー（intact：完全，shrunken：収
縮，または fragmented：切断）に分類し，その長径を記
録した．移植可能な伸長期胚の長径は0.2から10.5 ㎜の範
囲内であった．すべての形態学的状態の胚のうち，胚盤
を有したものだけを移植に供した．
　（ 7 日齢胚移植：D 7 ET）
　総数で81頭の黒毛和牛とホルスタイン種の交雑雌牛を
受胚牛として用いた（平均体重421 ㎏，平均産次2.7産）．
凍結 7 日齢胚は37℃の温湯で融解後，パラフィンオイル
下の10μL の1.5 mM グルコース，5 ％牛胎子血清を含む修
正合成卵管液（modified synthetic oviduct fluid：mSOF）
に移し， 5 ％酸素濃度下，38.5℃で 6 -12時間培養した7）．
培養後，国際胚移植学会マニュアル5）により再度胚の品
質評価を行い，コード 1 および 2 の胚のみを移植に供し
た．移植は発情後 7 日の交雑種雌牛の黄体側子宮角にシ
ースを取り付けた胚移植器（IMV Technology，L’Aigle，
France）を用いて実施した．
　（13または14日齢伸長胚移植：conceptus transfer：CT）
　総数で196頭の黒毛和種とホルスタイン種の交雑種雌
牛を伸長胚移植の受胚牛として使用した（13日齢伸長胚
移植に80頭，14日齢伸長胚移植に116頭）．すべての受胚
牛は供胚牛と発情を同期化させた．13日齢胚の移植には
前述の 7 日齢胚と同じ手法で移植を行った．14日齢胚の
場合は， 3 種の移植法を用いた．一つは 7 日齢胚と同様
の方法で行った．次に採胚の際に使用するバルーンカテ
ーテルを用いて実施した．バルーンカテーテルを黄体側
子宮角に挿入後，5 mL の空気をバルーンに注入した後に
内芯を抜き，伸長胚を封入した精液凍結用の0.5 mL のス
トローをカテーテルのプラグに接続し，ストローの綿栓
を押して胚をカテーテル内に導入した．ストローを抜去
し，10 ％牛胎子血清加 TCM-199倍溶液10 mL をシリンジ
を用いてカテーテルに注入し，胚を子宮腔内に移植した．
第三の方法は 7 日齢胚移植用の市販の移植器用シースを
改良して用いた．シースの先端を切断し，切り口を研磨
して用いた（Fig.  1 ）．
　（伸長胚のバイオプシー）
　伸長胚のバイオプシーは裸眼もしくは実体顕微鏡下で
行った．伸長胚を100μL の10％子牛胎子血清加 Dulbecco’s 
mPBS へ移し，片端から0.2~0.5 ㎜を外科用メス刃を用い
て切断した．個々の胚の切断片は PCR チューブ内の 6μL
の蒸留水中に移した．バイオプシー後の伸長胚は 1 mL の
10％牛胎子血清加 TCM-199中へ移し，移植に供するま
で培養器内で培養した．
　（胚の性判別）
　切断片を胚の性判別に供した．胚の性判別は牛胚性判
別キット（Loopamp ウシ胚性判別キット，栄研）を用い
て行った．詳細な手法はマニュアルの指示に従った8）．
　（妊娠鑑定）
　移植後すべての受胚牛は発情後80日まで，一日 2 回ス
タンディング発情を観察した．妊娠鑑定は発情後30日か
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Fig. 1 Photographs of modified sheaths for day 14 conceptus 
transfer（CT）.
The tip of the sheath that was used for standard day 7 
ET was cut off and an opening was made（A）. The 
diameter of the side hole of the standard sheath was 
approximately 1.5 ㎜. The ridge of the newly-made opening 
was smoothed with a file to avoid damage to the uterine 
endometrium and conceptus（B）. The diameter of the 
newly-made opening was approximately 1.5-2.0 ㎜. 
ら80日まで10日間隔で超音波診断により実施し，胎子の
心拍の確認によって妊娠と判断した．
　（実験区）
　実験 1 において， 7 日齢，13日齢胚を用いた際の移植
後のそれぞれの妊娠率の比較，伸長胚の形態学的状態が
妊娠率に及ぼす影響，ならびに伸長胚のサイズが移植後
の妊娠率に及ぼす影響について検討した．
　実験 2 および 3 では14日齢胚のみを用いた．実験 2 で
は前述の 3 種の移植法における伸長胚移植後の妊娠率の
違いを検討した．実験 3 では14日齢伸長胚移植技術の胚
のバイオプシー，性判別への応用について検討した．
　（統計解析）
　実験 1 の胚サイズと移植後の妊娠率のデータの解析に
はフィッシャーの正確確率検定後チューキーの多重比較
を用いた．実験 3 において，胚長径に関するデータは
SAS（SAS Institute, Cary, NC, USA）ソフトウエアを用
いてクラスカル－ウォリス検定により解析した．その他
のデータはカイ二乗検定により解析した．P 値が0.05も
しくは0.01より小さい場合，統計的に有意とした．
結　　　果
　（ 7 日齢および13日齢胚移植における妊娠状況の比較）
　Table 1 に示すように， 7 日齢胚移植および13日齢胚
移植における妊娠率はそれぞれ45.7％と48.8％であり，統
計的に有意な差が認められなかった．また両実験区にお
ける移植後妊娠しなかった牛の発情回帰日数を Fig.  2
に示す． 7 日齢胚移植において，非妊娠牛の70.5％が正
常な周期（< 25日）で発情回帰した．対照的に13日齢胚
移植において，正常な周期で発情回帰した牛は非妊娠牛
のうちの31.7％で有意に減少した（P < 0.05）．さらに発
情30日以降に発情が回帰した牛は 7 日齢胚移植，13日齢
胚移植のそれぞれで18.2 および51.2％であり，有意な差
が認められた（P < 0.01）．これらの牛のうち，約半数は
胎子が確認できず，胎膜だけが超音波診断により確認さ
れた．
（13日齢胚移植における胚の形態的状態が移植後の受
胎率に及ぼす影響）
　伸長期の胚は透明帯に包まれておらず，その結果 7 日
齢の胚盤胞期胚と比較して物理的に損傷を受けやすい．
胚回収時の子宮灌流によって，42.6％の胚が物理的損傷
により，収縮していたり，切断されていた．それ故に，
損傷の有無が13日齢胚の移植後の生存に関与するかにつ
いて検討した．損傷を受けていない胚の受胎率は47.5％
（31/59），損傷を受けた胚の受胎率は50％（11/22）であ
り，その間に有意な差は認められなかった．以上より，
胚回収時の物理的損傷は移植後の受胎率に影響を及ぼさ
ないことが示された．
　（伸長胚のサイズと移植後の受胎率との関係解明）
　回収した伸長胚のサイズには個体により大きなばらつ
きがあるが，伸長胚のサイズが移植後の受胎率に影響を
及ぼすかは定かでない．本実験ではその関係について検
討を行った．移植に供した13日齢伸長胚の平均サイズは
1.7 ± 0.2 ㎜（0.2～10.5 ㎜）であった．Fig. 3 に示したよ
うに，伸長胚のサイズが 3 ㎜まではサイズが大きくなる
につれて受胎率は上昇した．しかしながらサイズが 3 ㎜
以上になると，受胎率は有意に減少した（P < .05）．
　（より発育の進んだ伸長胚の移植法の開発）
　実験 1 で示されたように，3 ㎜以上の大きな伸長胚を
移植した場合，その後の受胎率は低下する．このような
ために，本実験では 4 日齢胚を用いて，大型の伸長胚の
移植技術の確立を試みた． 7 日齢胚で用いられる移植器
具を用いる方法，バルーンカテーテルを用いる方法，Fig. 1
に示されたように改良したシースを用いる方法で移植を
実施した．Table 2 に示したように，改良シースを用い
た方法ならびにカテーテルを用いた移植では受胎率がそ
れぞれ，48.0％と44.8％であったのに対し，7 日齢胚に用
いられている従来法では移植後の受胎率は 0 ％であった．
　（バイオプシー後の14日齢胚の受胎性）
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Fig. 2 Incidence of return to estrus in cows after day 7 embryo 
transfer（ET）and day 13 conceptus transfer（CT）
The percentages of cows that returned to estrus out of 
total of non-pregnant cows are shown. The asterisk 
indicates a significant difference among groups（p < 0.05）. 
Total numbers of non-pregnant cows after day 7  ET and 
day 13 CT were 44 and 41, respectively.
Table 1 Comparison of pregnancy rate between day 7 ET and 
day 13 CT
Transfer
methods
No. of cows
treated
No. of cows
pregnant（％）
day 7  ET 81 37（45.7）a
day 13 CT 80 39（48.8）a
　Table 3 に示したように，バイオプシーした後の14日
齢胚の移植後の受胎率は対照区と比べて有意な差が認め
られなかった．さらに，バイオプシーサンプルを移植前
に性判別し，伸長胚移植したところ，産子のすべては移
植前に判定した性であった．さらに，産子は正常に発育
し，雌は人工授精により正常産子を分娩した．
考　　　察
　本研究はウシ伸長胚の非外科的移植法の開発とこの手
法の性判別等の PGD への応用を目的としている．非外
科的手法を用いることで，伸長胚移植後の受胎率は一般
的な 7 日齢胚移植のものとほぼ同等であった．14日齢伸
長胚はマイクロマニュピレーターの使用無しでバイオプ
シー出来るほど大きい．さらに性判別のためのバイオプ
シーの後，移植後の伸長胚の受胎率は減少することなく，
判別した性と同じ子牛を得ることが出来た．
　実験 1 で示したように，胚回収時の13日齢胚の形態学
的状態は移植後の受胎率に影響を及ぼさなかった．他の
報告においても，伸長胚へのダメージは移植後の受胎率
に影響を及ぼさないことが示されており9），伸長胚はあ
る程度の物理的ダメージから，移植後回復出来ることを
示唆している．13日齢胚において，一般的は移植法で移
植した場合，長径 3 ㎜までは胚サイズが増加するにつれ
て移植後の受胎率が上昇したが，それ以上のサイズの胚
では受胎が得られなかった．しかしながら，カテーテル
移植法や改良型シースを用いた移植法では受胎率は飛躍
的に改善された．本研究では一般的な移植法で大きな伸
長胚の移植後の生存率が大幅に低下する理由は定かでは
ないが，一つの原因は，シースの開口部の位置と考えら
れる．移植器を子宮内に挿入する際，シースの側面は子
宮内膜と密着し，伸長胚が押し出される際に，非可逆的
なダメージを受けると推測される．一方でバルーンカテ
ーテルや改良型シースを用いた場合，カテーテルや移植
器と子宮内壁との間に空間が生じ，押し出された胚は押
しつぶされることはない可能性が考えられる．
　PGD には胚細胞のバイオプシーが必須であるが，この
ためにはマイクロマニピュレーター等の高価な機器や高
水準の技術が要求される．しかしながら，本研究におい
て我々は伸長胚を用いることで，特別な機器や技術を用
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Fig. 3 The relationship between the lengths of day 13 conceptuses 
and pregnancy rates after conceptus transfer（CT）. The 
asterisk indicates a significant difference among groups
（P < 0.05）. 
Table 2 The pregnancy rate following day 14 conceptus transfer（CT）using various transfer tools
No. of cows 
treated
No. of cows 
pregnant（％）＊
Averages of  
conceptus lengths 
（㎜ ± SEM）
ET gun ＋ sheath with a 
large opening at the tip 29 13（44.8）a 18.9 ± 2.5
Catheter 25 12（48.0）a 13.5 ± 1.8
ET gun + standard
sheath 
（control）
11 0（0）b 11.3 ± 1.4
Data with different superscripts within same column represents significant differences（P < 0.05）.
Table 3 The pregnancy rate of day 14 conceptuses after biopsy, sexing and transfer
Conceptus No. of cows transferred Pregnant（％）
Averages of  
conceptus lengths 
（㎜ ± SEM）
No. of calves of 
expected sex（％）
Biopsied 26 12（46.2） 20.7 ± 3.1 12（100）
Non-biopsied 
（control）
25 11（44.0） 19.1 ± 2.1 -
いることなく，簡易にバイオプシー可能であることを明
らかとした．実験 3 において，実験に供した胚のサイズ
は2.5 ㎜から34 ㎜であり，これらの胚は実体顕微鏡もし
くは裸眼でバイオプシー可能であった．近年，新しい
DNA 増幅法として loop-mediated isothermal amplification
（LAMP）法が開発され10），ウシ胚の性判別にも利用され
ている8）．この手法では簡単・短時間で判定が可能であ
るが，ウシ胚盤胞期胚からの細胞のバイオプシーにはマ
イクロマニピュレーターが必要であった8）．本研究では
伸長胚の非外科的移植をこの簡便な遺伝子増幅法である
LAMP 法と組み合わせた．26個のウシ伸長胚をバイオプ
シーし，サンプルを性判別，そして受胚牛に移植した．
そのうち12頭の牛が妊娠し，子牛を分娩した．すべての
子牛は判定どおりの性であった．これらの結果から特殊
な機器や技術を用いることなく，伸長胚移植は LAMP
法による性判別を可能にすることが示された．それ故に，
この手法は畜産農家などの現場に普及することが可能で
あることが期待される．
　ゲノム研究の進展とともに，研究者が興味を示す遺伝
子も増えている．PGD において多数の遺伝子の解析を行
うためには，より多くの DNA をバイオプシーした細胞
から回収することが必要となる．しかしながら，多くの
胚細胞をバイオプシーで採取すると，その後の凍結能や
移植後の受胎率が損なわれるため， 7 日齢胚から採取可
能な細胞数は限られている1,2）．この問題を解決するため
に，全ゲノム増幅（whole genome amplification, WGA
法が開発され，多遺伝子の解析・評価に用いられている11）．
しかしながら WGA 法で増幅されたゲノムを用いての多
遺伝子の解析結果は安定性に欠けることが報告されてい
る12）．本研究において，0.2～0.5 ㎜の断片を伸長胚からバ
イオプシーしたが，その中には388～7,600個の細胞が含
まれていた．さらに，このバイオプシーは移植後の胚の
受胎率を損なうことはなかった．このように，バイオプ
シーと組み合わせた非外科的ウシ伸長胚移植技術は，
DNA の増幅の必要もない多遺伝子の解析を可能にする
だろう．
　本研究では， 2 つの移植法（ 7 日齢胚移植と13日齢胚
移植）における非妊娠牛の発情回帰時期の比較を行った．
13日齢胚移植において，正常発情回帰（< 25日以内）を
示した牛は 7 日齢胚移植と比べて有意に減少した（Fig. 2 ）．
伸長胚が妊娠認識時期（発情後16～18日）にインターフ
ェロンタウ（IFNτ）を分泌した場合，子宮からの黄体退
行物質であるプロスタグランジン F 2α（PGF 2α）分泌
が抑制され，発情周期が延長する13-15）．以上のことから，
7 日齢胚の胚死滅のほとんどは妊娠認識時期以前に生じ
ていることが示唆される．この結果は，胚損耗の大部分
は発情後14日以前に生じるという過去の報告と一致する16）．
一方，IFNτを分泌している13日齢胚17）を移植した非妊
娠牛のわずか32％が正常な周期で発情を回帰した．我々
は以前に IFNτに反応して活性化するインターフェロン
誘導性遺伝子15（ISG15）の発現が人工授精や胚移植後
発情が遅延した非妊娠牛の末梢血単核球で検出されるこ
とを報告している18）．寄って，妊娠が成立しない場合で
も移植した伸長胚はしばらく生存し，妊娠認識時期に
IFNτを分泌する結果，発情周期が延長したと考えられ
る．さらに，伸長胚移植は 7 日齢胚移植において胚損耗
が多発する時期をバイパスし，移植した胚は妊娠に有利
な IFNτを分泌するにも関わらず，13日齢胚移植によっ
て受胎率の向上は見られなかった．この結果は受胚牛に
おける胚損耗の原因は既に移植の時期に存在していると
いう以前の報告と一致している19）．
　さらに本研究では，発情30日以降に発情回帰を示す牛
は13日齢胚移植，7 日齢胚移植でそれぞれ51.2％と18.2％
であった．その約半数は超音波診断において胎膜の存在
は確認できたが，胎子が確認されなかった．このような
発情回帰を示さない非妊娠牛の存在は畜産農家経営に悪
影響を示すため，伸長胚移植においては超音波診断によ
る妊娠鑑定は必要である．
要　　　約
　本研究ではウシ伸長胚の非外科的移植法を開発すると
ともに，本法を胚のバイオプシーおよび性判別と組み合
わせることを目的としている．ウシ伸長胚は発情後13-14
日の供胚牛から採取した．実験 1 では13日齢胚を従来の
7 日齢胚に準じた方法で移植したところ，受胎率は 7 日
齢胚を移植した場合とほぼ同等で合った．実験 2 では14
日齢胚を 2 種の方法（バルーンカテーテルを用いて移植，
または改良型シースによる移植器を用いての移植）で移
植した．14日齢胚を従来の 7 日齢胚に用いる手法で移植
した場合，受胎例は見られなかったが，上記 2 法で移植
した場合，受胎率はバルーンカテーテル法で48.0％，改
良型シースを用いた移植器では44.8％であった．実験 3
では回収した14日齢胚を顕微操作することなく一部の胚
細胞を採取（バイオプシー）し，LAMP 法を用いた性判
別を行った後，受胚牛に移植した．バイオプシーした伸
長胚の移植後の受胎率は46.2％でバイオプシー処理をし
ていない胚と同等の受胎率であった．さらにバイオプシ
ー胚由来産子の性別はすべて移植前の判別性と一致し
た．これらの結果から，本研究で開発した伸長胚移植法
は畜産現場で現在普及している 7 日齢胚を利用した移植
法とほぼ同等の受胎率を示し，この技術は顕微操作を必
要としない胚細胞のバイオプシーと性判別を可能とした．
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